





Determination of the wound healing effect of St. John’s wort extracts using 
the scratch assay in human fibroblasts in vitro















キーワード：　セイヨウオトギリソウ（St. John’s wort）、創傷治癒（wound healing）、ヒト線維芽細胞（human 
fibroblasts）、スクラッチアッセイ（scratch assay）、フィブリン溶解活性（fibrinolytic activity）、ウロキナー
ゼ型プラスミノーゲン活性化因子（urokinase-type plasminogen activator, uPA）、プラスミノーゲン活性
化因子阻害因子-1（plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1）
Ｉ．緒言







る半透明分泌腺を持つことに由来する。英名は、聖ヨハネ（St. John）の誕生日を祝うSt. John’s day（ 6
月24日）付近に、この植物が開花することに由来する。
　Gerard（1597）やWithering（1796）による古草本誌によると、SJWは薬草として紀元前5世紀よ






































1 %または 2 %を含むDMEM培地に交換し、もう一晩培養を行った。3日目に各穴の細胞が単層でコンフ
ルエント状態になっていることを確認した後、濃度が1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25または50 µg/mLとなるよ
うSJW抽出物を各穴に加えた。対照群となる穴には、最終濃度が同じになるようDMSOを添加し、さらに
一晩培養を行った。SJW添加22時間後、各穴に10 µL のCell Counting Kit-8（同仁化学研究所）を添加し、





個の細胞を播種し、一晩培養した後、FBSの濃度を 1 %または 2 %を含むDMEM培地に交換し、もう一
晩培養を行った。各穴の細胞が単層でコンフルエント状態になっていることを確認した後、滅菌された
200 µL用のピペットチップを用いて、単層に引っかき傷を入れた。傷を入れたときに剥れた細胞を除去
するために、培地を吸引除去し、さらに各穴をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 2 回洗浄した。次いで、2, 4, 6, 









ス）を5 mg/mLとなるよう、0.2 Mホウ酸－ナトリウム緩衝液（pH7.8）に溶解し、溶解液10 mLを直径











ミドゲル（アトー）を用いて展開した。次いで、展開されたタンパク質を、25 mM Tris、192 mMグリ
シン、10%メタノールを含む緩衝液中でImmobilon P 転写膜（Millipore）へ電気的に転写した。転写は、
ミニトランスブロットセル（Bio-Rad Laboratories）を用い、100Vの定電圧条件下で3時間の通電により
行った。次いで、転写膜を抗ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子（uPA）（sc-14109, Santa Cruz 





これをX-線フィルムに感光させて検出した。Multi Gauge Ver. 2.2イメージ解析ソフト（富士写真フィルム）
を用いて、相対的なタンパク質の発現量を半定量した。
II-7. 統計解析
　ウエスタンブロット解析を除くすべての実験は、 3 回以上で行い、データは平均値 ±標準偏差（SD）
で示した。2 項目間の有意差検定は、Studentのt-検定によりおこなった。p<0.05を有意差ありと判断した。
紀要原稿用紙（紀要様式 1-1） 
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図1. �ト線��細胞にお��SJW抽出物の�性 コンフルエント (密集状態) の細胞を1.6-50 μg/mLのSJW抽出物
存在下で24時間培養した。細胞生存率を Cell counting kitを用いて調べた。未処理群の細胞数を100%とし、3回の実
験の平均値 ± SD値で相対細胞数をプロットした。 
 
II-6. ウエスタンブロッ�ィング解析によ�タンパク質発現量の�定 
 Suzukiらの方法 17) に従って、以下のように行った。細胞をPBSで3回除去した後、5% β-メルカプトエ
タノールを含む Laemimli サンプル緩衝液 (Bio-Rad Laboratories) に溶解し、90 ℃で 5 分間加熱して、全
タンパク質溶解液を得た。1サンプルあたり10 μgタンパク質をゲル濃度5-20%の c-PAGELポリアクリル
アミドゲル (アト )ー を用いて展開した。次いで、展開されたタンパク質を、25 mM Tris、192 mM グリシ5 
ン、10%メタノールを含む緩衝液中で Immobilon P 転写膜 (Millipore) へ電気的に転写した。転写は、ミニ
トランスブロットセル (Bio-Rad Laboratories) を用い、100 Vの定電圧条件下で3時間の通電により行った。
次いで、転写膜を抗ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子 (uPA) (sc-14109, Santa Cruz Biotech)、抗プ
ラスミノーゲン活性化因子阻害因子-1 (PAI-1) (sc-8979, Santa Cruz Biotech) ウサギポリクローナル抗体、ま
たは抗β-アクチン (691001, MP Biomedical) マウスモノクローナル 抗体を含む溶液中で4 ℃下、一晩イン10 
キュベートした。引き続き、転写膜を西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウサギまたはマウス二次抗体 
(GE Healthcare) 溶液中で室温下、1時間インキュベートした。最終的に、転写膜上で形成された抗原－抗
体複合体をSuperSignal West Pico 化学発光試薬 (Pierce) を用いて発光させ、これをX-線フィルムに感光さ




 ウエスタンブロット解析を除くすべての実験は、3 回以上で行い、データは平均値 ± 標準偏差 (SD)で





























起こらない、 1 %または 2 % FBSを含む培地の下で実験を行った。6 µg/mL程度までのSJW抽出物で24時
紀要原稿用紙（紀要様式 1-1） 
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図 2.  in vitro �傷����に��� SJW 抽出物の�� コンフルエント状態にある細胞層にひっかき傷を入れた後、
様々な濃度のSJW抽出物存在下で24時間培養を行った。A、実験方法の記載に従って、細胞を固定・染色後、ひっかき傷
を入れた部位の顕微鏡写真撮影を行った。BおよびC、ひっかき傷の部位に移動した細胞数の計測を行い、未処群における








































図2.　 in vitro 創傷治癒活性に及ぼすSJW抽出物の効果
コンフルエント状態にある細胞層にひっかき傷を入れた後、様々な濃度のSJW抽出物存在下で24時間培養を行った。A、実験方法の
記載に従って、細胞を固定・染色後、ひっかき傷を入れた部位の顕微鏡写真撮影を行った。BおよびC、ひっかき傷の部位に移動し
た細胞数の計測を行い、未処群における移動細胞数を100%とし、4回の実験の平均値 ± SD値でプロットした。1% FBS (B) または 
2% FBS (C)を含む培地で実験した。*p<0.05 対 コントロール。
1-1  
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2.  in vitro SJ  
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1% FBSを含む培地の下では、SJW抽出物は、4 µg/mL以上の濃度において、in vitro創傷治癒活性を濃度
依存的に阻害した（図2B）。10 µg/mLのSJW抽出物では、コントロールと比べて10％以下に減少した。2 
μg/mLのSJW抽出物もin vitro創傷治癒活性を有意に減少させたが、その程度は、4 µg/mL SJW抽出物と
同程度であった。 2 % FBSを含む培地の下では、4 µg/mLのSJW抽出物存在下でin vitro創傷治癒活性を約
70%増大させた（図2C）。6および8 µg/mLのSJW抽出物では増大は見られず、10 µg/mL SJW抽出物存在
下では、コントロールの35％に減少した。
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図3. 培養上清のフィブリン溶解活性 様々な濃度のSJW 抽出物存在下で24 時間培養した細胞より培養上清を採取
し、実験方法の記載に従って、上清に含まれるフィブリン溶解活性を測定した。未処理細胞の活性を 100%とし、4
回の実験の平均値 ± SD 値で相対活性をプロットした。1% FBS(A) または 2% FBS (B)を含む培地で実験した。 
*p<0.05。 
III. 結果 
III-1. SJW 抽出物の細胞毒性 
 細胞毒性の無い、または非常に低いSJW抽出物濃度を知るために、コンフルエント状態のヒト線維芽細
胞に対するSJW抽出物の細胞毒性を調査した (図1)。10% FBS 存在下では、後述するスクラッチアッセ
イ時に線維芽細胞の増殖が起こるため、細胞の移動と区別することが難しい。そこで、細胞増殖がほとん5 
ど起こらない、1%または2% FBS を含む培地の下で実験を行った。6 μg/mL 程度までのSJW 抽出物で24
時間処理しても、細胞毒性は全く見られなかった。12.5 μg/mL SJ  ける相対細胞数は、
1% および2% FBS 存在下でそれぞれ、70%および90%であった ( 1)。 り、以降の実験は、
10 μg/mL 以下の濃度の SJW 抽出物存在下で実験を行うことにした。 
 10 
III-2. in vitro創 ��  SJW 抽出物の�果 
 培養細胞系を用いた創傷治癒活性測定系と れている 14, 16, 18)。これは、
コンフルエント状態の線維芽細胞や角化細胞に 位に移動した細胞数を測
定し、創傷治癒活性とみなす方法である。ひっ 態の細胞を様々な濃度の
SJW 抽出物で24時間処理した後、細胞を固定・染色し、 を観察、計数した (図2)。15 
1%FBSを含む培地の下では、SJW 抽出物は、4 μg/mL いて、 in vitro 創傷治癒活性を濃度
依存的に阻害した (図2B)。10μg/mL SJW 抽出物で 10 以下に減少した。2 
μg/mLのSJW 抽出物も in vitro創傷治癒活性を有意に減 4 μg/mL SJW 抽出物と
同程度であった。2%FBSを含む培 4 μg/mL SJW 抽出物存  in vitro創傷





















ン溶解活性を測定した。未処理細胞の活性を100%とし、4回の実験の平均値 ± SD値で相対活性をプロットした。 1 % FBS (A) また






解活性は、 1 %および 2 % FBSを含む培地条件下の両方で、4-8 µg/mLのSJW抽出物処理により増大した















































�子 (uPA) および1�プラスミ�ー�ン活性化�子阻害分子 (PAI-1) 発現に及ぼすSJW 抽出物の�� 
 uPAは、血液凝固で生じたフィブリン塊を溶解するプラスミンを活性化する、またその他の細胞マトリ
ックス分解酵素を活性化して線維芽細胞が創傷部位へ移動するのを助けるなど、創傷治癒の初期段階に作





残った細胞より全タンパク質抽出液を調製し、uPA および PAI-1 タンパク質の発現量をウエスタンブロッ30 
ティング法により調べた (図 4)。培養上清中に分泌されたフィブリン溶解活性は、1%および 2% FBS を
含む培地条件下の両方で、4-8 μg/mLのSJW 抽出物処理により増大した (図3)。6 μg/mLのSJW 抽出物処
理時に活性がピークを示し、コントロール細胞と比べて、35% (1% FBS) および 37% (2% FBS) の活性増
加が観察された。10 μg/mL の SJW 抽出物処理条件下では、コントロール細胞との間に有意な差は見られ
なかった。これより、SJW 抽出物にはヒト線維芽細胞が分泌するフィブリン溶解活性成分を調節する作用35 
のあることが示唆された。uPAおよびPAI-1の発現量は、1% FBSを含む培地条件下では、4-6 μg/mLのSJW
抽出物処理により増加したが、10 μg/mL のSJW 抽出物処理ではコントロール細胞と同等であった (図4)。
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